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Abstrak
Prevalensi penyakit periodontal mencapai 90% dari jumlah populasi
dunia.Gingivitis merupakan penyakit periodontal yang disebabkan oleh akumulasi
plak.Salah satu bakteri pemicu pembentukan plak adalah Streptococcus sanguinis.Lemon
memiliki sifat antioksidan, anti-inflamasi, antitumor, dan antimikroba. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui adanya pengaruh air perasan buah lemon (Citrus limon)
terhadap viabilitas biofilmS. sanguinis secara in vitro. Lemon yang digunakan pada
penelitian ini diperoleh dari perkebunan Naga, Lembang.Penelitian dilaksanakan di
Laboratorium MiCore Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Trisakti menggunakan metode
uji biofilm. Digunakan Brain Heart Infusion-Broth(BHI) sebagai kontrol negatif, klorheksidin
0.2% sebagai kontrol positif, air perasan buah lemon dengan konsentrasi 100%, 50%,
25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%, 1.5%, dan 0.78%. Microplate diinkubasi selama 1 jam, 6 jam,
dan 24 jam dalam suasana anaerob.Hasil kerapatan populasi bakteri (Optical density)
dibaca dengan microplate reader pada panjang gelombang 490nm.Hasil penelitian
menunjukkan terjadinya penurunan OD setelah diberikan air perasan lemon.Uji normalitas
menunjukkan bahwa data terdistribusi normal antar konsentrasi (p>0,05). Uji one way
ANOVA dan uji Post Hoc menunjukkan adanya perbedaan signifikan antar konsentrasi
(p< 0,05).Hasil penelitian menunjukkan bahwa air perasan buah lemon mampu
menghambat viabilitas biofilmS. sanguinis secara in vitrosehingga dapat digunakan
sebagai salah satu upaya mencegah gingivitis.
Abstract
The global prevalence of periodontal diseases is up to 90%. Gingivitis is a
periodontal disease which caused by accumulation of plaque. One of the bacterias that
causes plaque formation is Streptococcus sanguinis. Lemon have antioxidant, anti-
inflammatory, antitumor, and antimicrobial activities. This study aims to determine the
effect of lemon juice on S. sanguinis viability in vitro biofilms. Lemon was picked from
Naga Plantation at Lembang. The experiment was held in MiCore Laboratory, Faculty of
Dentistry, Trisakti University using biofilm test methods. Brain Heart Infusion-Broth was
used as negative control, clorhexidine 0.2% was used as positive control, lemon juice with
concentration of 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%, 1.5%, and 0.78% were used.
Microplate were incubated for 1 hour, 6 hours, and 24 hours in anaerobic atmosphere.
Bacterial culture growth (Optical density) was measured by microplate reader with
wavelength of 490 nm. The result showed the reduction of OD after being treated with
lemon juice. Normality test showed that every concentration were normally distributed
(p>0.05). One way ANOVA and Post Hoc test showed a significant difference (p<0.05)
between concentrations. This research showed that lemon juice can inhibit S. sanguinis
viability in vitro biofilms so it can be used to prevent gingivitis.
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Pendahuluan
Penyakit periodontal merupakan peradangan pada jaringan penyangga gigi yang
terdiri dari gingiva, ligamen periodontal, sementum, dan tulang alveolar.Penyakit
periodontal terbagi menjadi 2 tahap yaitu gingivitis dan periodontitis.Gingivitis merupakan
inflamasi pada gingiva yang bersifat reversible,namun bila tidak dirawat dapat berlanjut
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menjadi periodontitis.Periodontitis merupakan inflamasi pada ligamen periodontal,
sementum, dan tulang alveolar yang ditandai resesi gingiva dan pembentukan poket
periodontal.Kerusakan tulang alveolar dapat memicu kegoyangan gigi yang dapat
berakhir pada kehilangan gigi.
Pada pemeriksaan klinis gingivitis terlihat gingiva kemerahan, pembengkakan
gingiva, pendarahan saat probing, dan umumnya tidak disertai rasa sakit.Etiologi utama
gingivitis adalah akumulasi plak.Plak merupakan deposit lunak yang terdiri dari kumpulan
berbagai bakteri dan membentuk suatu lapisan biofilm yang melekat erat pada
permukaan gigi.Salah satu bakteri patogen utama yang membentuk plak adalah
Streptococcus sanguinis.Bakteri tersebuttidak hanya berperan terhadap pembentukan
plak dan penyakit periodontal, tetapi juga berhubungan dengan penyakitbakterial
endokarditis.Tindakan preventif utama dalam mengatasi gingivitis adalah menjaga
kebersihan mulut seperti menggosok gigi, membersihkan daerah interdental,
membersihkan karang gigi, dan penggunaan terapi tambahan seperti antimikroba lokal
dan sistemik.Menurut World Health Organization, tumbuhan herbal merupakan sumber
terbaik untuk dijadikan obat-obatan antimikroba.
Salah satu tumbuhan herbal yang mudah didapat dan memiliki khasiat antibakteri
adalah lemon.Lemon mengandung senyawa bioaktif seperti fenolat, flavonoid, vitamin,
dan minyak esensial.Flavonoid dapat dimanfaatkan sebagai antibakteri, antioksidan,
antiinflamasi, antifungal, antiviral, antiaterosklerosis, antiulser, antimutagenik,
antiproliferatif, dan antidepresan.Lemon juga mengandung magnesium, kalsium, kalium,
fosfor, asam folat, limonoid, asam sitrat, vitamin C, vitamin A, vitamin B, dan antioksidan
lainnya.
Penelitian lain juga pernah dilakukan di Universitas Trisakti (2015) menunjukkan
hasil bahwa air perasanbuah Citrus limon dapat menghambat pertumbuhan
Streptococcus sanguinissecara in vitrodengan metode sumuran.Berdasarkan uraian di
atas, peneliti tertarik untuk meneliti lebih dalam mengenai pengaruh air perasan
buahlemon (Citrus limon) terhadapviabilitas biofilmStreptococcus sanguinis secara in
vitro.
Metode Penelitian
Metode penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah metode pengukuran
massabiofilm dengan microplate reader. Metode penelitian ini dipilih berdasarkan
pertimbangan untuk menilai interaksi antara air perasan buah lemon dengan viabilitas
biofilm S. sanguinis sehingga menyerupai suasana pada rongga mulut Penelitian ini
menggunakan air perasan buah lemon dengan konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12.5%,
6.25%, 3.12%, 1.5%, 0.78%, klorheksidin 0.2% sebagai kontrol positif, dan medium BHI
sebagai kontrol negatif yang masing-masing diuji kemampuannya dalam menghambat
viabilitas biofilmStreptococcus sanguinis.
Penelitian ini dimulai dengan pembuatan air perasan lemon dengan konsentrasi
yang berbeda.Variasi larutan uji yaitu konsentrasi 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%,
1.5%, dan 0.78%. Cara pengenceran dari larutan stok yaitu menggunakan rumus (N1.V1
= N2 .V2).Pertumbuhan koloni bakteri dilakukan dengan medium BHI. Media dan bakteri
dimasukkan dalam anaerobic jars serta diinkubasi dengan suhu 370C selama 1x24 jam
dalam kondisi anaerob. Lakukan coating salivasebanyak 200µLdan diinkubasi selama 1
jam. Setelah 1 jam, larutan saliva pada wellplate tersebut dibuang. Kultur bakteri diukur
pada panjang gelombang 490 nm.Pada saat mencapai panjang OD 0,25 (1x107 CFU/mL),
kultur bakteri didistribusikan ke dalam wellplate dan diinkubasi pada suhu 370C selama
3x24 jam dalam suasana anaerob.Setelah masa inkubasi, supernatan dari kultur dibuang
sehingga tersisalapisan biofilm yang melekat pada permukaan dasar well-plate.
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Setelah lapisan biofilm terbentuk, air perasan buahCitrus limondengan berbagai
konsentrasi (100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%, 1.5%, dan 0.78%) didistribusikan
ke dalam masing- masing tiga lubang well-plateberisi lapisan biofilm (kolom 1-3) dan dua
lubang well-plate tanpa lapisan biofilm (kolom 4-5). Kontrol positif didistribusikan ke dalam
enam lubang well-plate berisi lapisan biofilm (baris A-B) dan tiga lubang well-plate tanpa
lapisan biofilm (baris C). Kontrol negatif didistribusikan ke dalam enam lubang well-plate
berisi lapisan biofilm (baris E-F) dan tiga lubang well-plate tanpa lapisan biofilm (baris G)
seperti yang tampak pada Gambar 1.Well-plate tersebut lalu diinkubasi dan diobservasi
pada suhu 370C selama 1 jam, 6 jam, dan 24 jam dalam suasana anaerob.
Gambar 1. Desain well-plate
Well-plate dibilas 2 kali menggunakan PBS.Well-plate tersebut kemudian difiksasi
di atas api. Crystal violet (0,05% w/v) didistribusikan ke dalam well-plate dan diinkubasi
selama 15 menit. Jumlah biofilm dapat dihitung dari ekstraksi crystal violet yang masih
berada dalam well-plate, dihitung sebagai jumlah biofilm dengan menambahkan etanol
96% sebanyak 200 L dan absorban dihitung pada 490 nm dengan microplate reader.
Hasil dan Pembahasan
Sebelum penelitian dilaksanakan, dilakukan uji fitokimia di Laboratorium Balitro
untuk mengetahui zat aktif yang terkandung dalam air perasan buah lemon.Hasilnya
menunjukkan bahwa air perasan tersebut mengandung alkaloid, fenolik, dan
flavonoid.Hasil penelitian tertera pada Tabel 1.
Tabel 1. Rata-rata OD ± SD biofilmS. sanguinis yang telah diberi air perasan buah
lemon
Konsentrasi N 1 jam 6 jam 24 jam
K- 3 0.229 ± 0.068 0.229 ± 0.068 0.229 ± 0.068
0.78% 3 0.117 ± 0.016 0.152 ±0.048 0.123 ± 0.012
1.5% 3 0.070 ± 0.016 0.109 ± 0.031 0.108 ± 0.043
3.12% 3 0.088 ± 0.028 0.150 ± 0.032 0.111 ± 0.025
6.25% 3 0.074 ± 0.050 0.170 ± 0.066 0.076 ± 0.015
12.5% 3 0.059 ± 0.032 0.120 ± 0.030 0.183 ± 0.105
25% 3 0.090 ± 0.030 0.125 ± 0.046 0.073 ± 0.027
50% 3 0.086 ± 0.032 0.064 ± 0.050 0.061 ± 0.031
100% 3 0.022 ± 0.015 0.044 ±0.069 0.068 ± 0.023
K+ 3 0.083 ± 0.015 0.067 ± 0.032 0.072 ± 0.004
Bila diurutkan dari hasil masa inkubasi 1 jam, air perasan dengan panjang OD
yang terkecil adalah air perasan konsentrasi 100% dengan 0.022 ± 0.015 dan yang
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terbesar adalah air perasan konsentrasi 0.78% dengan OD 0.117 ± 0.016.Hasil penelitian
tersebut menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi air perasan buah lemon maka
OD yang dimiliki cenderung semakin kecil.Data tersebut dapat terlihat padaGambar 2.
Gambar 2. Grafik hasil hambatan air perasan buah lemon terhadap biofilmStreptococcus
sanguinis selama masa inkubasi 1 jam
Bila diurutkan hasil dari masa inkubasi 6 jam, air perasan dengan panjang OD
yang terkecil adalah air perasan konsentrasi 100% dengan 0.044 ±0.069 dan yang
terbesar adalah air perasan konsentrasi 6.25% dengan OD 0.170 ± 0.066. Hasil penelitian
tersebut menunjukkan bahwa air perasan buah lemon dengan konsentrasi yang lebih
tinggi memiliki OD yang lebih kecil.Data tersebut dapat dilihat pada Gambar 3.
Gambar 3. Grafik hasil hambatan air perasan buah lemon terhadap biofilmStreptococcus
sanguinis selama masa inkubasi 6 jam
Hasil dari masa inkubasi 24 jam menunjukkan air perasan dengan panjang OD
yang terkecil adalah air perasan konsentrasi 50% dengan 0.061 ± 0.031 dan yang
terbesar adalah konsentrasi 12.5% dengan OD0.183 ± 0.105.Hasil penelitiantersebut
menunjukkan bahwa air perasan buah lemon dengan konsentrasi yang semakin tinggi
cenderung memiliki OD yang semakin kecil kecuali konsentrasi 12.5% yang memiliki OD
tertinggi di antara konsentrasi lainnya.Data tersebut dapat dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Grafik hasil hambatan air perasan buah lemon terhadap biofilmStreptococcus
sanguinis selama masa inkubasi 24 jam
Setelah pengumpulan data selesai dilaksanakan maka hasil data tersebut
akandilanjutkan dengan uji normalitas, uji ANOVA satu jalan, dan uji PostHoc. Hasil dari
uji normalitas dengan metode Kolmogorov-Smirnov menunjukkan bahwa setiap
konsentrasi air perasan terdistribusi normal (p> 0.05) dengan nilai 0.089. Hasil dari uji
ANOVA satu jalan dengan tingkat kemaknaan (p <0,05) ialah terdapat perbedaan
bermakna pada setiap konsentrasi dengan nilai significance 0.000 untuk masa inkubasi 1
jam, nilai significance 0.006 untuk masa inkubasi 6 jam, nilai significance 0.003 untuk
masa inkubasi 24 jam. Hasil dari uji Post Hoc berguna untuk menunjukkan perbedaan
kemaknaan pada setiap konsentrasi dalam setiap masa inkubasi.
Pada hasil penelitian dengan masa inkubasi 1 jam, air perasan buah lemon
dengan konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%, 1.5%, dan 0.78% memiliki
perbedaan bermakna dengan kontrol negatif. Pada hasil penelitian dengan masa inkubasi
6 jam, air perasan dengan konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12.5%, dan 1.5% memiliki
perbedaan bermakna dengan kontrol negatif. Pada hasil penelitian dengan masa inkubasi
24 jam, air perasan dengan konsentrasi 100%, 50%, 25%, 6.25%, 3.12%, 1.5%, dan
0.78% memiliki perbedaan bermakna dengan kontrol negatif. Hal ini menunjukkan bahwa
masa inkubasi juga mempengaruhi hasil penelitiandikarenakan proses pembentukan
daribiofilm. (Gambar 5)
Gambar 5. Air perasan buah lemon, klorheksidin, dan BHI pada well-plate dengan masa
inkubasi masing-masing 1 jam, 6 jam, 24 jam
Proses pembentukan biofilm terbagi menjadi tiga fase yaitu adhesi inisial selama
0-4 jam, akumulasi koloni bakteri selama 4-20 jam, dan maturasi biofilm setelah 20
jam.Hasil penelitian dengan masa inkubasi 24 jam memiliki rata-rata OD yang lebih tinggi
dibandingkan masa inkubasi lain karenabiofilmselama 24 jam telah mengalami proses
maturasi sehingga jumlah massa biofilm semakin meningkat. Hal ini menandakan bahwa
1 jam 6 jam 24 jam
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apabila Streptococcus sanguinis dibiarkan di dalam rongga mulut lebih dari 20 jam tanpa
terapi kontrol plak maka pertumbuhan bakteri di dalam rongga mulut sangatlah pesat.
Berdasarkanhasil penelitian pada seluruh masa inkubasi, didapatkan bahwa
semakin tinggi konsentrasi air perasan maka OD yang dimiliki cenderung semakin
kecil.Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi air perasan, semakin efektif
air perasan tersebut dalam menghambat viabilitas biofilmStreptococcus sanguinis.Hal ini
dapat disebabkan oleh daya antibakteri yang berkurang karena proses pengenceran.
Pada hasil penelitian dengan masa inkubasi 1 jam, air perasan buah lemon
dengan konsentrasi 100% lebih efektif dibandingkan klorheksidin dalam menghambat
viabilitas biofilm Streptococcus sanguinis. Hal ini menunjukkan bahwa air perasan buah
lemon dengan konsentrasi 100% dapat digunakan sebagai antimikroba yang lebih efektif
dibandingkan klorheksidin namun dibutuhkan uji toksisitas, uji klinis pada hewan
percobaan dan manusia sebelum dipublikasikan kepada masyarakat umum.
Hal ini didukung oleh penelitian sebelumnya yang menguji daya hambat air
perasan lemon terhadap Streptococcus sanguinis dengan metode sumuran. Hasil
penelitian tersebut menunjukkan bahwa air perasan lemon terbukti mempunyai daya
hambat terhadap Streptococcus sanguinis dari konsentrasi 100% hingga 0.78% dan
konsentrasi 100% memiliki daya hambat terbesar terhadap Streptococcus sanguinis.
Berdasarkan hasil uji fitokimia, air perasan buah lemon yang digunakan pada
penelitian ini mengandung alkaloid, fenolik, dan flavonoid. Fenolik mampu menyebabkan
kerusakan berat pada membran sel. Dengan adanya kerusakan pada membran bakteri,
maka bakteri tidak dapat melekat pada biofilm.Hal ini disebabkan karena kemampuan
adhesi S. sanguinis bergantung pada phillia.S. sanguinis merupakan bakteri kolonisasi
awal yang berperan dalam menghubungkan pelikel dengan bakteri lain. Ketika S.
sanguinis lisis, maka bakteri lainnya yang tidak dapat melekat langsung ke pelikel juga
akan ikut terlepas dari pelikel sehingga proses pembentukan biofilm akan
terganggu.Penelitian lain menunjukkan bahwa flavonoid dapat mengganggu interaksi
antara acyl-homoserine lactones (sinyal molekul yang digunakan bakteri) dengan
reseptor.
Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang didapatkan, dapat ditarik kesimpulan bahwa air
perasan buah lemon (Citrus limon) dengan konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%,
3.12%, 1.5%, dan 0.78% mampu menghambat viabilitas biofilm Streptococcus sanguinis
secara in vitro.Air perasan buah lemon dengan konsentrasi yang semakin tinggi
cenderung semakin efektif dalam menghambat viabilitas biofilm Streptococcus sanguinis.
Konsentrasi terbaik dalam menghambat viabilitas biofilm Streptococcus sanguinis secara
in vitro adalah konsentrasi 100% pada masa inkubasi 1 jam yang terbukti lebih efektif
dibandingkan klorheksidin.
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